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Özet: Kütdiken limon (Citrus limon (L.) Burm. f.) çeflidi hücre süspansiyon kültürlerinden izole edilen protoplastlarla Zagara Bianca
limonu (Citrus Iimon (L.) Burm. f.) yapraklar›ndan izole edilen protoplastlar %40 Polietilen glikol (PEG; 6000 MW) arac›l›¤› ile fuzyona u¤rat›lm›flt›r. Protoplast fuzyonu sonucu 0.6 M sakkaroz içeren MT ortam›nda kültüre al›nan fuzyon ürünü protoplastlardan
oluflan globüler embriyolardan bitki regenerasyonu gerçeklefltirilmifltir.
Fuzyon ürünü embriyolardan regenere edilen 250 bitkiden 150 tanesinde köklenme gerçekleflmifl ve bunlardan 100 tanesinin ebeveyn bitkilere göre morfolojik olarak farkl› oldu¤u gözlenmifltir. Morfolojik farkl›l›k gösteren 100 bitkiden 37 sinden genomik DNA
izolasyonu yap›lm›fl ve 12 örne¤in DNA’lar› iki primer varl›¤›nda Kütdiken ve Zagara Bianca limon çeflitlerine spesifik RAPD mark›rlar› ile analizleri yap›lm›flt›r. DNA örneklerinin elektroforezi sonucunda E09 ve P03 primerleri s›ras›yla Kütdiken’de 1 ve 2, Zagara
Bianca’da 3 ve 4 spesifik bant oluflturdu¤u gözlenmifltir. 12 örnek aras›nda sadece bir fuzyon ürünü her iki limon çeflidine ait spesifik bantlar› oluflturmufltur. Fuzyon ürününün ploidi seviyesi flov sitomet›ik analizlerle ölçülmüfl ve ebeveyn bitkilerin DNA içeri¤i
2C=0.74-0.78 pg iken, fuzyon ürünü somatik hibrit bitkinin DNA içeri¤i 2C=1.19-1.22 pg de¤eriyle ebeveyn bitkilerin yaklafl›k iki
kat› olarak saptanm›flt›r.

Investigations on the Possibility to Obtain Mal Secco (Phoma tracheiphila Kanc. et Ghik.)
Resistant Varieties Via Protoplast Fusion (Somatic Hybridization) in Lemon
Abstract: Protoplasts were isolated from cell suspension culture of Kütdiken (Citrus limon (L.) Burm. f.) and from the leaves of
Zagara Bianca lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) varieties, and fused by using 40% polyethylen glycol (PEG: 6000 MW). Fusion
products were cultured in the basal MT medium containing 0.6 M sucrose and 250 plants were regenerated from globuler embryos
derived fusion products.
Out of 250 regenerant plant, I50 plants showed root development out of which 100 plants were observed to have morphological
differens from their parent plants. Genomic DNA was isolated for 37 of the 100 morphologically different plants and the DNAs of
12 samples were analysed for Kütdiken and Zagara Bianca specific RAPD markers by using two primers. The electroforesis of DNA
samples showed that Kütdiken has 1 and 2, and Zagara Bianca has 3 and 4 specific bands in the case of E09 and P03 primers
respectively. Among the twelve samples, only one fusion regenerant produced specific bands for both lemon varietes. Ploidy level of
fusion regenerants was measured by flow cytometric analysis, the nuclear DNA contents 2C=0.74-0.78 pg of the parents were
approximately half of the somatic hybrid plant 2C=1.19-1.22 pg.

Girifl
Ülkemizin önemli ihraç ürünleri aras›nda yer alan limonun en önemli hastal›klar›ndan birisi de etmeni Phoma
tracheiphila Kanc. et Ghik. olan Uçkurutan hastal›¤›d›r
(1,2,3). Ad› geçen hastal›¤a karfl› kullan›lan fungusitler,

hastal›¤›n bir iletim demeti hastal›¤› olmas› nedeniyle etkin sonuçlar vermedi¤i gibi, çevre kirlili¤i, fungusitlere
dayan›kl›l›k gibi sorunlar› da birlikte getirmektedir (4,5).
6nerilen kültürel mücadele yöntemlerinin turunçgil üreticileri taraf›ndan gerekti¤i flekilde uygulanamamas› hastal›kla mücadeleyi s›n›rlamakta ve tüm Akdeniz ülkelerinde

* Bu çal›flma TÜB‹TAK (Ankara) (TOAG-989/DPT) ve Ç. Ü. Araflt›rma Fonu taraf›ndan desteklenmifltir.

157

Published by Research Showcase @ UMarin, 1999

1

TURKISH JOURNAL OF AGRICULTURE AND FORESTRY, Vol. 23 [1999], No. 7, Art. 19

Protoplast Fuzyonu (Somatik Hibridizasyon) ile Limonda Uçkurutan Hastal›¤›na (Phoma tracheiphila Kanc. et Ghik.) Dayan›kl› Bitkiler
Elde Etme Olanaklar›n›n Araflt›r›lmas›

görülen bu hastal›k nedeniyle çok büyük ürün kay›plar›
ortaya ç›kmaktad›r (3,5). Bu nedenlerden dolay› hastal›¤a
karfl› tolerant veya dayan›kl› limon çeflitleri yetifltiricili¤inin yap›lmas› en kesin çözüm yolu olarak görülmektedir.
Ancak klasik ›slah yöntemlerinin, turunçgillerin kendine
özgü özellikleri (sterilite, uyuflmazl›k, nüsellar embriyoni,
heterozigoti, vb. gibi) dolay›s›yla istenildi¤i flekilde uygulanamamas› nedeni ile soruna çözüm bulmada güçlüklerle
karfl›lafl›lmaktad›r (6,7).
Son y›llarda in vitro bitki doku kültürü tekniklerindeki bafl döndürücü geliflmeler, klasik melezlemede karfl›lafl›lan güçlüklerin protoplast fuzyonu ile somatik hibridizasyon yöntemi kullan›larak afl›labilece¤i potansiyel olarak
varsay›lmaktad›r (8,9).
Günümüzde daha çok Solanaceae (10) ve Cruciferae
(11) familyalar›na ait kültür bitkilerinde baflar›l› bir flekilde uygulanan protoplast fuzyonu, turunçgil in vitro doku
kültürü tekniklerinin gelifltirilmesi ile turunçgilleri de bu
konuda çal›fl›labilecek aday kültür bitkileri aras›na sokmufltur (12,13).
Turunçgil ›slah›nda protoplast kültürleri ile ilgili çal›flmalarda son y›llarda önemli aflamalar kaydedilmifl, protoplast fuzyonu ile somatik hibridizasyon, organel transferi ve protoplastlar yard›m› ile gen transferi gerçeklefltirilmifltir. Bu konuda ilk baflar›l› intergenerik somatik hibridizasyon Ohgawara ve ark. (14) taraf›ndan seksuel olarak uyumlu ‘Trovita’ (Citrus sinensis Osb.) ve Üçyaprakl›
portakal (Poncirus trifoliata) aras›nda gerçeklefltirilmifltir.
O zamandan beri protoplast fuzyonu tekni¤i Rutaceae familyas›nda hastal›klara, zararl›lara ve ekstrem koflullara
(düflük s›cakl›k, tuzluluk, herbisit v.b.) dayan›kl› yeni turunçgil kalem ve anaçlanmn gelifltirilmesinde seksuel olarak uyumlu ve uyumsuz türler aras›nda intensif olarak uygulanmaktad›r (15,16).
Ülkemiz ekonomisi aç›s›ndan önemli bir konuma sahip
olan turunçgillerden limonun en önemli hastal›klar› aras›nda yer alan Uçkurutan hastal›¤›na (Phoma tracheiphila
Kanc. et Ghik.) duyarl› fakat yayg›n olarak yetefltiricili¤i
yap›lan Kütdiken limon çeflidi (Citrus limon (L.) Burm. f.)
ile ad› geçen hastal›¤a tolerant oldu¤u bildirilen Zagara Bianca limon çeflidi (Citrus limon (L.) Burm. f.) (17) aras›nda protoplast fuzyonu (somatik hibridizasyon) ile Uçkurutan hastal›¤›na tolerant yeni bireyler elde etmek amac›yla
yap›lan bu çal›flma ile iki limon çeflidi aras›nda protoplast
fuzyonu, protoplasttan bitkiye geçifl süreçleri ve elde edilen bitkilerin genetik analizleri de¤iflik yönleriyle ele al›n›p
araflt›r›lm›flt›r.

Materyal ve Metot
Araflt›rmada bitki materyali olarak Akdeniz bölgesinde
yayg›n olarak yetifltiricili¤i yap›lan ve Uçkurutan hastal›¤›na (Phoma tracheiphila Kanc. et Ghik.) duyarl› olan Kütdiken limon çeflidi (Citrus limon (L.) Burm. f.)’nin ovüler
kalluslar› ile ad› geçen hastal›¤a tolerant oldu¤u bildirilen
Zagara Bianca (Citrus limon (L.) Burm. f.) limon (17) çeflidinin ovüler kalluslar›ndan gelifltirilen in vitro bitkilerin
genç yapraklar› kullan›lm›flt›r.
Embriyogenik Ovüler Kalluslar›n Elde Edilmesi
Her iki limon çeflitinden de embriyogenik kalluslar baz› de¤iflikliklerle Kochba ve ark. (1972) (18) göre elde
edilmifltir. Bazal MT (19) ortam›nda kültüre al›nan ovüllerden oluflan kalluslar ve embriyolar 4. hafta sonunda
altkültüre al›n›rken oluflan embriyolar›n dip k›s›mlar›nda
veya di¤er tip kalluslarla birlikte ortaya ç›kabilen, morfolojik olarak tan›nabilen çok az miktarda oluflan embriyogenik kalluslar (parlak, k›r›lgan ve kolay da¤›labilen) bir
pens yard›m›yla al›n›p 0.5 mg/l 2,4-D içeren kat› MT ortam›nda 2000 lux ›fl›k alt›nda kültüre al›nm›fllard›r. Kalluslar bunu takiben 1 mg/l Kinetin + 1 mg/l IAA ilave edilmifl kat› MT ortam›na aktar›lm›flt›r. Dört hafta süre ile bu
ortam üzerinde kültüre al›nan kalluslar daha sonra sürekli olarak kat› MT ortam› üzerinde 2000 lux ›fl›k alt›nda
kültüre al›narak muhafaza edilmifltir (18,20).
Embriyogenik Hücre Süspansiyon Kültürünün Kurulmas›
Kütdiken limon çeflidinin 15 günde bir kat› MT ortam›nda 3 kez alt kültüre al›nm›fl olan embiyogenik kalluslar› 100 ml’lik erlenmayerler içerisinde haz›rlanm›fl 30 ml
s›v› MT ortam›na yaklafl›k olarak 2 gr ilave edilmifl ve 120
devir/dakika’da çal›flan çalkalay›c›lar üzerinde 25-26°C’de
16 saat ›fl›k 8 saat karanl›k koflullarda kültüre al›nm›flt›r.
Kültürler 15 günde bir altkültüre al›narak muhafaza edilmifltir. Protoplast izolasyonu hücre kültürlerinin son altkültüre al›nmalar›n›n 5-8. günleri aras›nda gerçeklefltirilmifltir.
Embriyogenik Hücre Süspansiyon Kültüründen
Protoplast ‹zolasyonu
Kütdiken limonu hücre süspansiyon kültürlerinden
protoplast izolasyonu için so¤uk sterilize edilmifl, pH’s›
5.7’ye ayarlanm›fl 10 ml enzim solüsyonu petri kutusu (9
cm) içerisindeki süspansiyon kültürlerinden al›nan 1 gr.
hücre üzerine ilave edilmifltir. Enzim solüsyonu olarak %
0.3 Selülaz (Onozuko R-10), % 0.2 Maserozim (R-10),
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% 0.1 Driselaz, 0.35 M mannitol, 0.35 M sakkaroz, I/2
MT makro elementleri içeren solüsyon kullan›lm›flt›r (21).
Bir gece karanl›kta 35 devir/dakika’da çal›flan çalkalay›c›
üzerinde 12-14 saat süreyle 26±1°C’de inkübe edilen
hücre enzim kar›fl›m› bu süre sonunda 50 ve 30 µm por
geniflli¤ine sahip filtrelerden geçirildikten sonra santrifüj
tüplerine aktar›lm›fl ve MT bazal + 0.3 M sakkaroz + 0.3
M mannitol içeren y›kama solusyonu ile 500 rpm’de 5 dakika olacak flekilde 3 kez santrifüj edilerek y›kanmak suretiyle enzimlerden ar›nd›r›lm›flt›r. Canl›l›klar› FDA testi ile
saptanan (22), izolasyonu gerçeklefltirilmifl ve yo¤unlu¤u
0.6 M sakkaroz içeren s›v› MT ortam›nda l.5x105 protoplast/ml’ye ayarlanarak fuzyona haz›r hale getirilmifltir.
Yaprak Mezofil Protoplastlar›n›n ‹zolasyonu
Yapraktan protoplast izolasyonunda Zagara Bianca limon çeflidi embriyogenik kalluslar›ndan somatik embriyogenesis ile elde edilmifl in vitro bitkilerin henüz geliflmesini tamamlam›fl yapraklar› petri kutusu içerisinde ince fleritler halinde kesildikten sonra 1/2 MS (23) makro + 0.7
M mannitol+ ImM morfolin etan sulfonik asit (MES) içeren solüsyonda (pH: 5.7) bir saat süre ile plazmoliz edilmifltir. Bir saatlik süre sonunda plazmoliz çözeltisi al›n›p
yerine %3 Selülaz (R-10)+ %0.3 Maserozim (R-10) +
1/2 MS makro elementleri + 0.7 M mannitol içeren enzim
solüsyonu (I gr yaprak/30 ml enzim solüsyonu) ilave edilip kar›fl›m 35 rpm’de çal›flan bir çalkalay›c› üzerinde 1214 saat süre ile 26°C’de karanl›kta gece boyunca inkübe
edilmifltir. Enzim protoplast kar›fl›m› 50 µm por geniflli¤ine sahip filtrelerden geçirildikten sonra iki kez 0.6 M
mannitol solüsyonu ile 600 rpm’de 4 dakika santrifüj edilerek y›kanm›flt›r. Bu flekilde kültüre haz›r duruma getirilmifl olan protoplast solüsyonunun yo¤unlu¤u 0.6 M sak5
karoz içeren s›v› MT ortam›nda 2x10 protoplast/ml’ye
ayarlanarak fuzyon için haz›r hale getirilmifltir.
Polietilen Glikol (PEG) Arac›l›¤› ile Protoplast Fuzyonu ile Somatik Hibridizasyon
Protoplast fuzyonu baz› de¤iflikliklerle Ohgawara ve
ark. (14)’na göre yap›lm›flt›r. Buna göre Kütdiken limonu
hücre süspansiyon kültürlerinden ve Zagara Bianca nüsellar bitki yapraklar›ndan izole edilip yo¤unluklar› ayarlanm›fl protoplast süspansiyonu 1:1 oran›nda tüpler içerisinde kar›flt›r›lm›flt›r. Fuzyon ajenti olarak kullan›lan Polietilen glikol (PEG, 6000 MW) %40 konsantrasyonunda taze olarak haz›rlan›p so¤uk sterilize edildikten sonra protoplast kar›fl›m›na ilave edilmifl ve tüp iki el aras›nda yavafl
yavafl iyice kar›flt›r›ld›ktan sonra 15 dakika süreyle kar›-

fl›m bekletilmifltir. PEG’i uzaklaflt›rmak için tüplere 0.6 M
mannitol + 50 mM CaCl2 solüsyonu ilave edilip 900
rpm’de 5 dakika santrifüj edilmifl ve üstte kalan PEG bir
pipet yard›m›yla uzaklaflt›r›lm›flt›r. Bunu takiben 900
rpm’de 5 dakika 0.6 M sakkaroz + MT ortam› ile y›kanan
protoplast solüsyonu, iki kez de 0.6 M mannitol ile y›kanarak ifllem tamamlanm›flt›r. Kültüre alma aflamas›na gelen protoplastlardan al›nan örneklerde FDA ile canl›l›k testi yap›ld›ktan sonra yo¤unlu¤u l.5x105 pro./ml’ye ayarlanm›fl ve fuzyon ürünlerini selekte edici 0.6 M sakkaroz +
%0.6 agaroz (Seaplaque) içeren MT ortam›nda kültüre
al›nm›fllard›r. Yaklafl›k 6 hafta sonra kültürde oluflan embriyolar 0.1 M galaktoz, 0.1 M sorbitol ve 0.35 mg/l GA3
içeren kat› MT ortam›na aktar›larak kotiledon yapraklar›
gelifltirilmifltir (24). Kotiledon embriyolar 0.05 mg/l NAA
ve %3 sakkaroz içeren kat› MT ortam›na aktar›larak yaklafl›k iki ay içerisinde köklü sürgün geliflimi sa¤lanm›flt›r.
Daha sonra bitkicikler %3 sakkaroz içeren büyük cam deney tüpleri içerisinde önceden haz›rlanm›fl olan s›v› MT ortam›nda kültüre al›narak geliflmeleri h›zland›r›lm›flt›r. Bu
aflamadan sonra bitkiler potasyum sülfat, amonyum sülfat
ve triple süper fosfat ilave edimifl torf:toprak:kum
(1:1:1/4) kar›fl›m› içeren saks›lara flafl›rt›larak 2526°C’deki klima odalar›nda tutulmufltur.
Hibritlerin Belirlenmesi ve DNA Analizlerinin Yap›lmas›
Materyal ve metotda belirtildi¤i flekilde elde edilen bitkilerde görülen morfolojik özelliklere göre ebeveyn bitkilerden farkl›l›k gösterenler seçilerek bunlardan DNA izolasyonu yap›lm›fl ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
tesadüfi olarak ço¤alt›lm›fl polimorfik DNA (RAPD) bantlar› agaroz jel elektroforezi ile elde edilmifl ve bu bantlar›n ay›rt edici özelliklerine göre somatik hibrit bitkiler
saptanm›flt›r. Daha sonra ebeveyn bitkilerle fuzyon ürünü
ve somatik hibrit bitkilerin nüklear DNA içeri¤i flov sitometri ile ölçülerek ploidi seviyeleri saptanm›flt›r.
Genomik DNA ‹zolasyonu
Ebeveyn bitkilerin nüsellar hücre ve yapraklar› ile fuzyon ürünü bitkilerin yapraklar›ndan izole edilen genomik
DNA’lar somatik hibrit bitkileri belirlemek amac›yla RAPD
için kullan›lm›flt›r. DNA izolasyonu baz› modifikasyonlarla
Power ve ark. (25)’na göre gerçeklefltirilmifltir.
DNA örneklerinin konsantrasyonlar› spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda ölçülen absorbans de¤eri, suland›rma faktörü ve 50 sabit katsay›s› ile çarp›larak 1ml
hacimde mg düzeyinde DNA miktar› hesaplanm›flt›r.
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Tesadüfi Olarak Ço¤alt›lm›fl Polimorfik DNA (RAPD)
Analizi
Kütdiken kallus ve Zagara Bianca nusellar bitki DNA
örnekleri önce spesifik DNA bantlar› oluflturabilecek primerleri saptamak amac›yla 10 farkl› primer (C09, C15,
C20, D01, E09, E20, OO3, P03, R08, S04) (Operon
Technologies, USA) (Tablo 1). Bu primerlerden 7 tanesi
(C15, C20, E09, OO3, P03, R08, S04) hem Kütdiken
hem de Zagara Bianca limonu için spesifik bant oluflturmufltur. Bunlardan E09 ve P03 fuzyon ürünlerinin RAPD
analizi için seçilmifltir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Rokka ve ark. (26)’na göre gerçeklefltirilmifl olup, her bir
örnek için toplam hacim 25 µl olacak flekilde 25-50 ng
genomik DNA 100 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP kar›fl›m› 400 nM 10 bazl›k tek kollu primerler (E09, P03),
0.75 birim Taq polimeraz (Boehringer Manheim) ve 2.5
µl 10XPCR baf›r›ndan 750 ml’lik eppendorf tüplere konmufltur. Polimeraz zincir reaksiyonu PCR aletinde (M1
Research PTC-100) 30 döngüde gerçeklefltirilmifltir. llk
denaturasyon ifllemi 95°C’de 3 dakika yap›ld›ktan sonra
her bir döngü için önce 95°C’de 30 san., 35°C’de 30 san.
ve 72°C’de 1 dak. 10 san. olacak flekilde reaksiyon yürütülmüfl, son basamakta 72°C’de 6 dakika sentez ifllemiyle
döngü tamamlanm›flt›r. Amplifikasyon ürünleri %1.2’lik
etidyum bromitli (lXTBE baf›r) agaroz (Sea KeM, FMC,
Bio Products, USA) jelde moleküler a¤›rl›k mark›rlar› olan
100 baz çiftlik (bp) DNA mark›r› (Gibco BRL) kullan›larak
15-18°C’de 45 voltta 14-17 saat süre ile elektroforezi
yap›larak, 260 nm dalga boyunda bir UV transillimünatör
üzerinde bantlar tespit edilmifl ve 665 ile 667 nolu flimlerle poloroid foto¤raflar› çekilmifltir.
Tablo l.

C09
C20
E09
O03
R08

RAPD analizi ile fuzyon ürünlerinin testlenmesinde kullan›lan primerlerin DNA baz dizileri.
5’
5’
5’
5’
5’

CTCACCGTCC 3’
ACTTCGCCAC 3’
CTTCACCCGA 3’
CTGTTGCTAC 3’
CCCGTTGCCT 3’

C15
DO1
E20
S04
P03

5’
5’
5’
5’
5’

GACGGATCAG 3’
ACCGCGAAGG 3’
AACGGTGACC 3’
CACCCCCTTG 3’
CTGATACGCC 3’

Flov Sitometri Analizleri
Kütdiken limonu kallusu, Zagara Bianca limonunun in
vitro nusellar bitkileri, fuzyon ürünleri ve kontrol olarak
tetraploid Fortunella hindisii Swing ile somatik hibrid bitkinin in vitro taze yapraklar›n›n propidium iyodid (Calbiochem) ile boyanm›fl çekirdeklerinin nüklear DNA içeri¤i

(2C) flov sitometri (FAC Sort, Becton Dickinson, USA) ile
ölçülmüfltür. Her örnek (üç tekrarl›) için 50 mg taze yaprak veya kallus kullan›lm›flt›r. Analiz için Arumuganathan
ve Earle’ün (27,28) metodu izlenmifl olup nüklear DNA
içerikleri bitki hücre nükleuslar› ve tavuk alyuvar hücrelerine ait grafiklerdeki pik noktalar›n›n biribirine oran›n›n
tavuk alyuvar hücrelerinin standart 2C de¤eri olan 2,33
pg ile çarp›lmas›yla elde edilmifltir (27). Nükleus floresan›
488 nm dalga boyunda bir argon-iyon lazer ile ölçülmüfl
ve her bir örnek için 765-2700 nükleus analiz edilmifltir.

Sonuçlar
Protoplast Fuzyonu ve Bitki Regenerasyonu
Kütdiken limonu embriyogenik hücre süspansiyon kültürlerinden izole edilen protoplastlarla (fiekil 1a) Zagara
Bianca limonunun nüsellar bitki yapraklar›ndan izole edilen protoplastlar (fiekil 1b) PEG (%40) ile fuzyona tabi
tutulmufl (fiekil 1c) ve 0.6 M sakkaroz içeren MT ortam›nda kültüre al›nmadan önce FDA ile yap›lan canl›l›k testinde protoplastlar›n %60-70 aras›nda canl› olduklar› saptanm›flt›r. Protoplastlar kültüre al›nmalar›ndan yaklafl›k
10 gün sonra bölünmeye bafllam›fllard›r (fiekil 1d). Bunlardan Kütdiken limon çeflidi protoplastlar› 0.6 M sakkaroz + MT ortam›nda bölünerek hücre kolonileri (fiekil 1e)
oluflturmalar›na ra¤men Zagara Bianca mezofil
protoplastlar› ad› geçen ortamda bölünmüfller ancak hücre kolonisi oluflturmam›flt›r.
Kültüre al›nma iflleminden yaklafl›k 6 hafta sonra seleksiyon ortam›nda fuzyon ürünü mikrokallus ve globüler
embriyolar (fiekil 1f) geliflmifltir. Bu embriyolar 0.1 M galaktoz+ 0.1 M sorbitol + 0.35 mg/l GA3 içeren MT ortam›na aktar›larak kotiledon yapraklara sahip embriyolar
(fiekil 1g), bu embriyolar›nda 0.05 mg/l NAA ve %2.5
sakkaroz içeren MT ortam›nda kültüre al›nmas›yla da bitki regenerasyonu gerçeklefltirilmifl (fiekil 1h) ve topra¤a
aktar›larak do¤al koflullara adaptasyonlar› sa¤lanm›flt›r
(fiekil 1›).
Morfolojik Olarak Hibritlerin Belirlenmesi ve DNA
Analizlerinin Yap›lmas›
Protoplast fuzyonu sonucu elde edilen bitkilerin morfolojik yap›lar› incelendi¤inde, fuzyon ürünü embriyolardan 6-10 aras›nda de¤iflen kotiledon yaprak ve bir veya
iki sürgün geliflimi gözlenmifltir. Kütdiken ve Zagara Bianca’n›n fuzyon uygulanmam›fl embriyogenik hücre kültürlerinden izole edilen protoplastlar›ndan geliflen embriyola-
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fiekil 1.

Kütdiken limon ile Zagara Bianca limon (C. limon) çeflitleri aras›nda protoplast fuzyonu ve bitki regenerasyonu; Kütdiken limonu embriyogenik hücrelerinden izole edilmifl protoplastlar (a), Zagara Bianca limon çeflidinin yapraklar›ndan izole edilmifl mezofil protoplastlar› (b),
PEG uygulamas› ile birleflen ve birleflmek üzere bir araya gelen protoplastlar (c), bölünen protoplastlar (d), hücre bölünmesi sonucu oluflan
koloniler (e), globular embriyoidler (f), kotiledon embriyolar (g), protoplast fuzyonu sonucunda regenere edilmifl bitki (h), topra¤a aktar›lm›fl bitki (›).
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r›n kotiledon yaprak say›s› ise 2 olup, normal görünüflte
olmufltur.
Fuzyon sonucunda elde edilen 250 bitkiden 150 tanesinde 0.05 NAA + % 2.5 sakkaroz + MT ortam›nda kök
oluflumu sa¤lanabilmifltir. Köklü bitkilerin morfolojilerini
daha iyi gözlemek amac›yla bitkiler 1/2 MT makro ve mikro elementleri içeren s›v› MT ortamlar›nda kültüre al›nm›fllard›r. Yaklafl›k 2 ay sonra bu bitkilerin yapraklar›nda
morfolojik farkl›l›klar belirginleflmifl ve bitkiler genel olarak 3 de¤iflik yaprak morfolojisi göstermifllerdir. Birinci
grup bitkilerin gövdesi kal›n ve yaprak ayas› normal ebeveyn bitkilere göre daha genifl olarak geliflirken, ikinci
grup bitkiler ebeveynlerine göre yaprak ayas› daha dar
olarak geliflmifltir. Üçüncü gruba giren bitkiler di¤er bitkilere göre normal görünüflte olup, yaprak ayas› geniflli¤i ve
kal›nl›¤› aç›s›ndan heriki ebeveyne göre az da olsa farkl›l›klar göstermifltir. Renk aç›s›ndan yapraklarda herhangi
bir farkl›l›k gözlenmemifltir.

Kütdiken limonu ovüler kalluslar›n›n hücre süspansiyon kültürlerinden izole edilen genomik DNA E09 primeri ile RAPD analizi sonucunda 5 (fiekil 3), P03 primer ile
4 tane polimorfik bant olufltururken (fiekil 4), Zagara Bianca nusellar bitki yapraklar›ndan izole edilen genomik
DNA E09 primeri ile 8, P03 primeri ile 7 polimofik bant
oluflturmufltur (fiekil 3,4). E09 ve P03 primerlerinin varl›¤›nda s›ras›yla Kütdiken limonu polimorfik bantlar›ndan
4 ve 2 tanesi Zagara Bianca’n›n polimorfik bantlar› ile homomorfik özelli¤e sahip iken 1 ve 2’si spesifik bant oluflturmufl, Zagara Bianca limon çeflitinin ise her iki primer

}
}
}
}
}
}
}
}
}
}

100.bp DNA mark›r›
Zagara Bianca
pr S04
Kütdiken
Zagara Bianca
pr O03
Kütdiken
Zagara Bianca
pr P03
Kütdiken
Zagara Bianca
pr R08
Kütdiken
Zagara Bianca
pr E20
Kütdiken
Zagara Bianca
pr E09
Kütdiken
Zagara Bianca
pr D01
Kütdiken
Zagara Bianca
pr C15
Kütdiken
Zagara Bianca
pr C20
Kütdiken
Zagara Bianca
pr C09
Kütdiken

Protoplast fuzyonu sonucunda regenere edilen ve
morfolojik olarak farkl›l›k gösteren bitkilerin RAPD analizleri için kullan›lacak primerlerin belirlenmesi için 10 de¤iflik primer (Tablo 1) önce ebeveyn bitkiler için denen-

mifltir. Bu primerlerle yap›lan RAPD analizleri sonucunda
10 primerden 7 tanesi (C 15, C20, E09, OO3, P03, R08,
S04) spesifik bantlar vermesine (fiekil 2) karfl›n bunlardan P03 ve E09 primerleri daha belirgin bantlar vermesi
nedeniyle fuzyon sonucunda oluflan bitkilerin 12 tanesinin
polimeraz zincir reaksiyonu ile RAPD analizlerinin yap›lmas›nda kullan›lm›fl ve agaroz jel elektroforezde poliformik bantlar elde edilmifltir (fiekil 3,4). Bu polimorf›k
bantlar içerisinde heteromorfik bantlar seçicilik özelli¤ine
sahip olup, somatik hibritler her iki ebeveyne ait homomorfik bantlarla birlikte seçici heteromorfik bantlardan
birini veya hepsini içermesine göre tespit edilmifltir.

fiekil 2.

10 farkl› primerin Kütdiken limonu ovüler kallus ve Zagara Bianca limonu nusellar bitki DNA örneklerinde oluflturdu¤u RAPD bantlar›. I00 baz çiftlik (bp) bir
DNA molekülü moleküler mark›r olarak
kullan›lm›flt›r.

2072 bp1500 bp1000 bp800 bp600 bp-

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

300 bp-
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ra Bianca limonu in vitro bitkilerinin yapraklar›ndan izole
edilen mezofil protoplastlar› PEG arac›l›¤› ile fuzyona tabi
tutulmufllard›r. Fuzyon sonucunda protoplastlar›n 0.6 M
sakkaroz içeren hormonsuz kat› MT ortam›nda kültüre
al›nmas›ndan 6 hafta sonra fuzyon ürünü yeflil renkli globüler yap›da embriyolar oluflmufltur (fiekil 1f).

varl›¤›nda da 4 tanesi Kütdiken limonu ile spesifik band
özelli¤i göstermifltir. Test edilen 12 bitkiden E09 primeri
varl›¤›nda 15 nolu (fiekil 3) ve P03 primeri varl›¤›nda 3
nolu (fiekil 4) fuzyon bitkisi hem Kütdiken limonunun
hem de Zagara Bianca limon bitkisinin homomorfik ve
spesifik bantlar›n›n tümünü içerdi¤inden, somatik hibrit
olarak belirlenmifltir.

Protoplast fuzyonunda kullan›lan PEG yöntemi pahal›
olmamas› nedeniyle elektrofuzyon yöntemine alternatif
olarak de¤iflik araflt›r›c›lar taraf›ndan kullan›lmaktad›r
(15,16,29,30). ‹lk kez Menczel ve ark. (31) taraf›ndan
gelifltirilmifl ve Ohgavara ve ark. (14) taraf›ndan turunçgillerde uygulanarak Citrus sinensis Osb. ve Poncirus trifoliata aras›nda protoplast fuzyonu ile allotetraploit hibrit
bitkiler elde edilmifltir.

RAPD ile somatik hibrit oldu¤u belirlenen bitkinin
nüklear DNA içeri¤i ebeveyn bitkilerle flov sitometrik analizlerle karfl›laflt›r›lm›fl (fiekil 5a,b,c) ve somatik hibrit bitkinin nüklear DNA içeri¤i (2C=1.19-1.22 pg) (fiekil 5c)
ebeveyn bitkilerin nüklear DNA içeriklerinin (2C=0.740.78 pg) (fiekil 5ab) yaklafl›k iki kat› oldu¤u saptanm›fl di¤er fuzyon ürünü bitkilerin nüklear DNA içerikleri
2C=1.06 ile 1.16 pg aras›nda de¤iflirken, kontrol olarak
al›nan tetraploid Fortunella hindisii Swing’in ise 2C=1.23
ile 1.29 pg aras›nda de¤iflim gösterdi¤i belirlenmifltir.

Fuzyon sonucunda somatik hibritlerin seleksiyonunda
kullan›lan bu yöntemin ifllerlik mekanizmas›, ebeveynlerin
birisinin dominant bir özellik olan embriyogenik kapasiteye sahip olmas› ve bu özelli¤in fuzyon ürünlerinde ortaya
ç›karak tüm bir bitkinin oluflumuna olanak sa¤lamas›, buna karfl›l›k ikinci ebeveynden izole edilen protoplastlar›n
(mezofil protoplastlar) hormonsuz ortamda regenerasyon
kapasitesine sahip olmayan resesif bir özelli¤e sahip olmas› fleklinde aç›klanmaktad›r (14). Ayr›ca hormonsuz or-

Tart›flma

Zigara Bianca

Füzyon ürünü 1

Füzyon ürünü 2

Füzyon ürünü 3

Füzyon ürünü 4

Füzyon ürünü 5

Füzyon ürünü 6

Füzyon ürünü 7

Füzyon ürünü 8

Füzyon ürünü 9

Füzyon ürünü 10

Füzyon ürünü 11

Somatik fibrit

Zagara Bianca

Kütdiken

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Kütdiken

fiekil 3.

3.

100.bp DNA mark›r›

Her iki limon çeflitinde de protoplast-bitki sisteminin
gerçeklefltirilmesinden sonra Kütdiken limonu hücre süspansiyon kültürlerinden izole edilen protoplastlarla Zaga-

2072 bp-

Kütdiken limonu ile Zagara Bianca
limonu aras›nda yap›lan protoplast fuzyonu sonucunda elde edilen fuzyon
ürünü bitkilerin tan›mlanmas› amac› ile
E09 primeri kullan›larak yap›lan RAPD
sonucu oluflan DNA profilleri. Soldan 2.
ve 17. s›ralar Kütdiken, 3. ve 16. s›ralar
Zagara Bianca , 15. s›ra her iki ebeveyne ait spesifik bantlara sahip somatik
hibrit bitki, 4 - 14. s›ralar ise fuzyon
ürünü bitkilere ait öantlar. 100 boz çiftlik bir DNA molekülü moleküler mark›r
olarak kullan›lm›flt›r.

1500 bp1000 bp800 bp600 bp-

2.

1.

300 bp-
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100.bp DNA mark›r›

Füzyon ürünü 11

Füzyon ürünü 10

Füzyon ürünü 9

Füzyon ürünü 8

Füzyon ürünü 7

Füzyon ürünü 6

Füzyon ürünü 5

Füzyon ürünü 4

Füzyon ürünü 3

Füzyon ürünü 2

Füzyon ürünü 1

Zigara Bianca

Kütdiken

Protoplast Fuzyonu (Somatik Hibridizasyon) ile Limonda Uçkurutan Hastal›¤›na (Phoma tracheiphila Kanc. et Ghik.) Dayan›kl› Bitkiler
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fiekil 4.

-2072 bp
-1500 bp

Kütdiken limonu ile Zagara Bianca limonu aras›nda yap›lan protoplast fuzyonu sonucunda elde
edilen fuzyon ürünü bitkilerin
tan˝mlanmas› amac›yla P03 primeri kullan›larak yap›lan RAPD
sonucu oluflan DNA profilleri; soldan birinci s›ra Kütdiken, 2. s›ra
Zagara Bianca, 3. s›ra her iki ebeveyne ait spesifik bant veren somatik hibrit bitki, 4-14. s›ralar
fuzyon ürünü bitkilere ait bantlar.
100 baz çiftlik bir DNA molekülü
moleküler mark›r olarak kullan›lm›flt›r:

-1000 bp
-800 bp

tamda geliflen turunçgil embriyogenik hücre süspansiyon
kültürleri söz konusu ortamda embriyogenik özelliklerini
koruduklar› gibi mitotik aktivitede kazanmaktad›rlar. Bu
özellik fuzyona u¤ram›fl protoplastlarda somatik embriyogenesisin teflvik edilmesinde tetik görevi görmekte ve bu
suretle de fuzyon ürünlerinin embriyogenesis kapasitesi
yükselmifl olmaktad›r. Bunun bafll›ca nedeni de iki hücrenin birleflmesiyle endogen hormon seviyesinin yükselmesi
ve kromozom say›s›n›n ikiye katlanmas› ile hücrede metabolik faaliyetlerin h›zlanmas› fleklinde aç›klanmaktad›r.
Fuzyon uygulamas›n› takiben, fuzyona u¤ramam›fl olan
embriyogenik protoplastlar›n da bölünerek ço¤almas›
mümkün olabilmektedir. Ancak bu tip protoplastlar mikro kallus oluflturmalar› nedeniyle embriyo oluflturan fuzyon ürünlerinden kolayl›kla ay›rt edilebilmektedir
(14,30). Protoplast fuzyonunda efllerden birine ait protoplastlar›n yapraktan izole edilerek fuzyon iflleminde kullan›lmas›n›n seleksiyonda sa¤lad›¤› yararlar›n yan›s›ra,
klorofil içermesi nedeniyle protoplastlar›n fuzyona u¤rama oranlar›n›, efller aras›ndaki renk farkl›l›¤› nedeniyle
mikroskop alt›nda kontrol etme olana¤›n› vermesi bak›m›ndan da yarar sa¤lamaktad›r (fiekil lc). Bu nedenlerden
dolay› ço¤u araflt›r›c›lar embriyogenik hücre kültürlerinden izole edilen protoplastlara fuzyon esnas›nda efl olarak

15.

14.

13.

12.

11.

10.

9.

8.

7.

6.

5.

4.

3.

2.

1.

-600 bp

mezofil protoplastlar›n› seçmektedirler (15,16,29,30).
Araflt›rmada fuzyon sonucu kültüre al›nan protoplastlardan oluflan embriyolardan bitki regenerasyonu gerçeklefltirilmifl ve regenere edilen 250 bitkiden 150 tanesi
köklendirilebilmifltir. Yap›lan gözlemler sonucunda baz›
bitkilerin morfolojik olarak farkl›l›klar gösterdi¤i saptanm›flt›r. Somatik hibrit bitkilerin tan›m›nda morfolojik
farkl›l›klardan yararlanma Citrus ve di¤er cinsler de dahil
olmak üzere genifl kullan›m alan›na sahiptir. Dominant ve
ko-dominant genlerin kontrolü alt›ndaki özellikler somatik hibrit bitkilerin tan›s›nda önemli faktörlerdendir. ‹nterspesifik somatik hibrit bitkilerin belirlenmesinde kriter
olarak göz önüne al›nan morfolojik farkl›l›klar, intraspesifik (bir tür içerisindeki çeflitler aras›nda) somatik hibritleri belirlemede ay›rt edici kriter olmayabilir. Böyle durumlarda veya morfolojik farkl›l›¤›n kriter olarak de¤erlendirildi¤i fuzyon ürünlerinde kromozom say›mlar› yap›lmakta daha sonra somatik hibritleri homo ve heterokaryonlardan ay›rt etmek amac› ile bu bitkilerin, yapraklar›ndaki
ya¤lar›n kromotografik ayr›m analizleri, izozim analizleri,
ebeveyn bitkilere ait spesifik mtDNA (mitokondrial DNA),
chDNA (kloroplast DNA), rDNA (ribozomal DNA) veya
rRNA (ribozomal RNA) fragmentlerinin restriksiyon endonükleaz analizleri ile ve son y›llarda k›sa sürede yüzlerce
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fiekil 5. Kütdiken limonu kallus (a), Zagara Bianca nusellar bitki (b) ve protoplast fuzyonu sonucunda elde edilen somatik hibrit bitki yaprak hücre nükleuslar›n›n (c) flov sitometri ile belirlenen nüklear DNA içerikleri, M1: bitki nüklear DNA pik noktalar›; M2: tavuk alyuvarlar› nüklear DNA
pik noktalar›.
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bitkinin ayn› anda testlenmesine olanak sa¤layan RAPD
(tesadüfi olarak ço¤alt›lm›fl poylimorfik DNA) analizi gibi
yöntemlerden birisi uygulanarak kesin sonuçlara ulafl›lmaktad›r.
Kütdiken ve Zagara Bianca limonlar›ndan izole edilen
protoplastlar›n fuzyonu sonucunda elde edilen fuzyon
ürünlerinden morfolojik olarak farkl›l›k gösteren 100 bitkiden 37’si seçilmifl ve DNA izolasyonu yap›larak bunlar
aras›ndan somatik hibrit bitkileri belirlemek için 12 bitkide RAPD analizi yap›lm›flt›r. RAPD (tesadüfi olarak ço¤alt›lm›fl polimorfik DNA) tekni¤i günümüzde RFLP (belli
fragment uzunlu¤unda polimorfizm) (32,33,34) çal›flmalar›n› tamamlamada, bir türe ait farkl› varyeteleri saptamada, mutasyon analizlerinde (32,35,36) ve son zamanlarda fuzyon ürünlerinden somatik hibritleri seçmede
(26) yo¤un olarak kullan›lmaktad›r. Rastgele sentezlenmifl tek kollu 10 bazl›k oligonükleotidler genomik
DNA’dan tesadüfi olarak komplementarlar› ile bir araya
gelmifl DNA amplifikasyon ürünlerini elde etmede primer
olarak kullan›lmaktad›r. Bir bitkinin farkl› varyetesi, nükleotid dizisi belli primerlerle farkl› DNA bantlar› (polimorfizm) oluflturur. Bu flekilde varyeteler biri birinden ay›rt
edilebilmekte ve polimorfizmin bitki genomundaki yerleri
saptanabilmektedir (32).
Yap›lan RAPD sonuçlar›na göre 12 fuzyon ürünü bitkiden 1 tanesi somatik hibrit olarak saptanm›fl olup, di¤er
fuzyon ürünü bitkilerin Zagara Bianca nusellar bitki orjinli oldu¤u agaroz jel elektroforezinde elde edilen bantlar›n
gözlenmesi ile tespit edilmifltir. Nitekim Kobayashi ve ark.
(37) Citrus sinensis ‘Washington’ navel embriyogenik
hücre süspansiyon kültürü ve Satsuma mandarini yaprak
protoplastlar› aras›nda gerçeklefltirdikleri fuzyon sonucunda bir tane, Navel portakal› ve ‘Murcott’ Tangor aras›ndaki protoplast fuzyonu ile iki tane somatik hibrit bitki
elde ettiklerini biyotin ile iflaretli rDNA fragmentlerinin s›ras›yla Sac I ve Eco RI restriksiyon endonükleaz enzim
analizleri ile göstermifllerdir. Ohgawara ve ark. (14) C. sinensis ‘Trovita’ embriyogenik hücre süspansiyon kültürleri ile Poncirus trifoliata yaprak protoplastlar› aras›ndaki
fuzyon sonucunda 10 tane, C. sinensis “Trovita’ portakal› ile Troyer Citrange (C. sinensis X P. trifoliata) aras›ndaki fuzyon sonucunda ise 21 klondan 17 tanesinin somatik
hibrit oldu¤unu P32 ile iflaretlenmifl rRNA’n›n Eco RI ve
biyotin ile iflaretlenmifl rRNA’n›n Eco RV restriksiyon endonükleaz analizleri ile kan›tlam›fllard›r. Bununla birlikte
Grosser ve ark. (38) C. sinensis ’Hamlin’ embriyogenik
hücre süspansiyon kültürü protoplastlan ile P. trifoliata

‘Flying Dragon’ yaprak protoplastlar› aras›ndaki fuzyon
sonucunda 300’den fazla intergenerik somatik hibrit elde
etmifllerdir. Yine ayn› araflt›r›c›lar›n (39) seksüel olarak
uyumsuz C. sinensis embriyogenik ‘Hamlin’ protoplastlar›
ile embriyogenik olmayan Severinia disticha kallus protoplastlar› aras›nda gerçeklefltirilen fuzyon sonucunda
150’den fazla intergenerik allotetraploit somatik hibrit
bitkiler elde ettiklerini yapm›fl olduklar› genetik analizlerle kan›tlam›fllard›r.
Seksüel olarak uyumsuz C. reticulata Blanco cv. Cleopatra mandarininin embriyogenik proplastlar› ile Citropsis gilletiana Swing. & M. Kell. yaprak protoplastlar› aras›nda gerçeklefltirilen fuzyonda 147 fuzyon ürünü bitki
regenere edilmifl olup, bunlardan 135 tanesi ‘Cleopatra’
mandarini özelli¤i tafl›rken, 12 tanesinin Cleopatra X Citropsis intergenerik allotetraploit somatik hibrit oldu¤u
fosfoglukoz mutaz (PGM) ve fosfoheksoz izomeraz (PHI)
izozim bantlar›n›n elektroforetik analizleri ile saptanm›flt›r (40). Yine seksüel olarak uyumsuz C. sinensis ve Atalantia ceylanica aras›ndaki yap›lan protoplast fuzyonunda
5 tane intergenerik allotetraploit somatik hibrit bitkileri
elde ettiklerini yapm›fl olduklar› yaprak izozim analizleri
ile belirlemifllerdir (41).
Protoplast fuzyonu sonucunda elde edilen bitkilerin
genetik analizlerinde kullanm›fl oldu¤umuz RAPD yöntemine ilave olarak yap›lan flov sitometrik analiz sonuçlar›
RAPD analizleri ile elde etti¤imiz bulgular› kan›tlay›c› özellikte olmufltur. Nitekim Arumuganathan ve Earle (27,28)
taraf›ndan 107 kültür bitkisi üzerinde yap›lan çal›flmalarda bitki, kallus, hücre süspansiyon ve anter kültürleri ile
protoplast fuzyonu ve transformasyon sonucu elde edilen
bitkilerin ploidi seviyelerinin belirlenmesinde daha kolay
ve h›zl› sonuç veren flov sitometrik analizlerin kullan›labilece¤ini bildirmifllerdir. Bu araflt›r›c›lar›n yan› s›ra Ollitrault ve ark. (42)’lar›n›n turuçgillerde diploid genom büyüklüklerini saptamak amac› ile yapt›klan flov sitometri analizleri sonucunda Citrus limon ‘un nüklear DNA (2C) içeri¤inin ortalama 0.77 pg olarak tespit ettiklerinden bizim
diploid kallus ve bitki genomlar›ndan elde ettigimiz sonuçlara çok yak›n bulunmufltur. Di¤er fuzyon ürünü bitkilerin
morfolojik olarak farkl›l›k göstermesine ve nüklear DNA
içerikleri normal diploid bitkilerden fazla (2C=1.06-1.16
pg), kontrol olarak ele al›nan tetraploid F. hindisii
Swing’in 1.23-1.29 pg DNA miktar›na karfl›l›k az olmas›
nedeniyle somatik hibrit olarak belirlenmemifl ancak bu
bitkilerde kromozom kay›plar›n›n oldu¤u tahmin edilmektedir. Bunlar›n yan› s›ra RAPD sonucuna göre elde edilen
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somatik hibrit bitkinin nüklear DNA içeri¤i 1.19-1.22 pg
olarak belirlenip, tetraploid F. hindisii Swing’in genom büyüklü¤üne çok yak›n bulundu¤undan elde edilen somatik
hibrit bitkinin de tetraploid oldu¤u sonucuna var›lm›flt›r.

l›k arzedenler ortaya ç›kar›lmaya çal›fl›lacakt›r.

Süreklilik arzeden bu araflt›rmada elde olmayan nedenlerle sadece 12 bitkinin genomik DNA analizleri yap›labilmifltir. Elde mevcut di¤er bitkiler aras›nda amaca yönelik bitkilerin olmas› muhtemeldir. Bu nedenle olanaklar
elverdi¤i sürece bu bitkiler çeflitli yönlerden ele al›n›p incelenerek ebeveyn bitkilere göre genetik bak›mdan farkl›-

TÜB‹TAK TOGTAG grubu ve Ç.Ü. Araflt›rma Fonuna,
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